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在对水生生态系统污染监测中,鱼类 CYP1A 的诱导已被作为暴露于 PAHs、
PCBs、二噁英以及相关化合物的早期预警信号及高度敏感的生物反应。本研究
利用生物学方法探讨 PAHs 的典型代表物 BaP 暴露对养殖黑鲷的 CYP1A1 
mRNA 的诱导和对肝脏 EROD 活性的影响，以期在分子水平筛选出合适的生物
标志物，检测水环境中有机污染。取得以下结果： 
1. 从养殖黑鲷（Sparus macrocephalus）的肝脏中克隆得到 CYP1A1 cDNA
（Genbank 登录号 DQ898145），经过序列分析比对，和鲷科其它鱼类的
CYP1A cDNA 同源性大于 90％，含有 P450 cDNA 和 CYP1A cDNA 的特征
序列，是 CYP1A 亚家族的新成员。 
2. 利用 RT-PCR 方法检测 BaP 暴露对黑鲷肝脏 CYP1A1 mRNA 表达的影响。鱼体
在暴露于 BaP6h 后肝脏 CYP1A1 mRNA 的表达就受到诱导，不同浓度组达到
最大表达量的时间不同，5μg/L 组和 0.2μg/L 组在诱导后 12h 表达量最大，
1μg/L 组在诱导后 24h 达到最大，之后下降到正常甚至低于正常水平。 
3. 利用 Dot－blot 方法检测 BaP 暴露对黑鲷肝脏 CYP1A1mRNA 表达的影响。
在诱导 6h 后，肝脏 CYP1A1 mRNA 表达量提高，统计分析表明（ANOVA
分析和 Dunnett t-test），诱导 12h 后 5μg/L 组黑鲷肝脏 CYP1A1 mRNA 的表
达量和和对照组相比有显著的差异（p<0.05），1μg/L 组黑鲷肝脏 CYP1A1 
mRNA 的表达量和对照组相比有极显著的差异（p<0.01）。 
4. 利用 Dot－blot 方法检测 BaP 暴露对黑鲷鳃 CYP1A1 mRNA 表达的影响。
鳃 CYP1A1 mRNA 的表达受到明显的诱导，各个浓度组在 6h-12h 和对照
组相比，有极显著的差异（p<0.01）,实验证明鳃中 CYP1A1 的变化是比肝
脏 CYP1A1 更为敏感。 
5. 检测黑鲷暴露于不同浓度 BaP 后肝脏的 EROD 活性，并分析了与 CYP1A1 
mRNA 诱导表达的相互关系。黑鲷暴露于 BaP 后，其肝脏 CYP1A1 mRNA
水平的诱导早于 EROD 活性的诱导，在暴露后 12h 和 24h 二者均符合剂量
效应关系。 




























CYP1A gene is highly inducible by polyaromatic hydrocarbons (PAHs), 
polychlorinated biphenyls (PCB’s),dioxins and related compounds.Induction of 
CYP1A1 in fish has been evaluated as a sensitive method in monitoring 
contamination in aquatic systems. The research detect the effect of BaP, typical 
representative of PAHs, on the caged black porgy by measure of liver organs CYP1A1 
mRNA expression and the activity of EROD. It is expected to screen a biomarker in 
molecule level to indicate the pollution in the aquatic ecosystem. The following result 
were obtained: 
1. A CYP1A1 cDNA was cloned from the liver tissue of black porgy(Genebank 
accession number DQ898145). Sequence alinement shows that CYP1A1 
sequence is highly homologized with those cloned from other sparid fishes, the 
identity is more than 90%.This sequence contains an unique sequence of CYP 
gene family and an unique sequence of  the CYP1A gene subfamily.It 
demonstrates the sequence we cloned belongs to the subfamily of CYP1A in fish. 
2. The effect of BaP upon CYP1A1 mRNA level in liver was detected using a semi-quantified 
RT-PCR method. 6hrs after exposed to BaP, CYP1A1 mRNA is induced, and the time to 
reach the Maximum expression depends on the concentration of BaP. The fish was exposed 
to 5μg/L and 0.2μg/L of BaP,and after 6hrs the CYP1A1 expression in liver reaches the 
maximum and then decreases to basal level. While 1μg/L , it needs 24hrs..  
3. Using Dot blot hybridization method to detect the induction of BaP on CYP1A1 
mRNA level in liver. The fish was exposed to BaP,and after 6hrs CYP1A1 
mRNA level in liver is induced. Statistical analysis(One-way ANOVA and 
Dunnett t-test) shows that 12hrs after exposure to 5ug/L BaP, CYP1A1 
expression in liver is remarkable induced (p<0.05)compared to control ,and 
exposure to 1ug/L, the CYP1A1 mRNA level is highly induced (p<0.01) 
4. Using Dot blot hybridization method to detect the induction of BaP on CYP1A1 
mRNA level in gill. After exposure to BaP, CYP1A1 mRNA level in gill is 
strongly induced. 6hrs and 12hrs after exposure , CYP1A1 mRNA in gill is 













苯并(a)芘对养殖黑鲷（Sparus macrocephalus）CYP1A1 基因表达及其酶活性的诱导研究 
 IV
concentration.The result demonstrates that CYP1A1 level in gill is more 
sensitive than that in liver.  
5. The difference of the EROD activity in liver from the fishes exposed and 
unexposed to BaP was detected. And the relationship was compared between 
EROD actibity and CYP1A1 mRNA expression. The CYP1A1 mRNA increased 
was earlier than the EROD activity, and the both of them were dose-responsive  
at 12h and 24h after exposed.  
 

















缩写 英文 中文 
a.a. Amino acid 氨基酸 
AHH Aryl Hydrocarbon Hydroxylase 芳香烃羟化酶 
Amp Ampicillin 氨卡青霉素 
AMV-RT Avian myeloblastosis virus reverse transcriptase 禽类成髓细胞瘤病毒反转
录酶 
BaP Benzo(a)Pyrene 苯并(a)芘 
BLAST Basic local alignment search tool 基本局域联配搜寻工具 
bp Base pair 碱基对 
BSA Bovine serum albumen 牛血清蛋白 
cDNA Complementary DNA 互补脱氧核糖核酸 
CYP450 Cytochrome P450 细胞色素P450 
DEPC Diethyl pyrocarbonate 焦碳酸二乙脂 
DTT Dithiothreitol 二硫苏糖醇 
EB Ethidium bromide 溴化乙啶 
EDTA Ethylene diamine teraacetic acid 乙二胺四乙酸 
ELISA Enzyme linked immunosorbent assay 酶联免疫吸附实验 
EROD Ethoxyresorufin-O-deethylase 7-乙氧基异吩噁酮－脱乙
基酶 
FAD Flavin adenine dinucleotide 黄素腺嘌呤二核苷酸 
FMN Flavin mononucleotide (FMN) 黄素单核苷酸 
kDa Kilodalton 千道尔顿 
LB Luria-Bertani medium LB 培养基 
MFO Mixed-function oxidase  混合功能氧化酶 
mRNA Messenger ribonucleic acid 信使RNA 
NADPH β-Nicotinamide adenine dinucleotidr phosphate 还原性辅酶 
NCBI National center for biotechnology information 美国国家生物信息中心 
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PAHs Polycyclic aromatic hydrocarbons 多环芳烃 
PBS Phosphate buffer saline 磷酸盐缓冲液 
PCBs Polychlorinated biphenyls  多氯联苯 
PCR Polymerase chain reaction 聚合酶链式反应 
RT Reverse transcription 反转录 
TAE Tris-acetic acid-EDTA buffer Tris-乙酸 EDTA 缓冲液 
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第一章   绪  论 
第一节  细胞色素 P450 酶的研究进展 
单加氧酶是一种多酶复合体，由细胞色素 P450（简称 P450）、细胞色素 b5、























R ,Pincus MR等人建立了鼠细胞色素P4502B1 的分子模型，该模型认为分子中的
F - Gloop 结构不仅具有将分子锚定于膜上的功能,而且提供了疏水性底物进入
P450 活性位点的通道。疏水性的底物结合区使其易与疏水性的底物作用,而该部























性大于40 %的视为同一家族,以CYP 后标一阿拉伯数字表示,如CYP1 (Cyp1) 。在
哺乳动物的亚家族中氨基酸同源性大于55 %为同一亚族,在家族的表达后面加一
大写英文字母( 或小鼠和果蝇用小写英文字母) , 如CYP1A(Cyp1a) ,每一亚族中
的单个P450 酶根据被鉴定的顺序用阿拉伯数字编序,如CYP1A1 (Cyp1a1) 。按照
这种分类，可以把P450酶分为267个CYP家族[9]中，在哺乳动物中有17个家族，而
家族1-4和外源物的代谢相关。 
在人体肝细胞中 CYP450 以 CYP1、CYP2 和 CYP3 为主[3]，这 3 种 CYP450
占肝内 CYP450 总量的 70％，并与大部分药物及毒物的代谢有关。这 3 种同工
酶中，又以 CYP3A 占的比例最大，约占肝内 CYP450 总量的 30％。CYP450
除了在肝内存在外，还在体内其他一些组织细胞中被发现，如小肠、胰腺、脑、
肺、肾、骨髓、皮肤等组织中都有 CYP450 的存在[10]。 
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